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摘 要 
遗传物质的精确分离是生命的基础。减数分裂中染色体的精确分离对于保证
物种的繁衍是及其重要的。其错误分离会直接导致出生缺陷。只有纺锤体精确组
装才能保证同源染色体和姐妹染色单体分别在第一次减数分裂和第二次减数分
裂中分离。所以纺锤体的精确组装对物种的繁衍是非常重要的。TACC3在细胞有
丝分裂中是重要的中心体蛋白，能够调控纺锤体的组装。但是其在减数分裂中的
机制还未阐明。本实验以小鼠卵母细胞为模型，研究了在减数分裂过程中TACC3
的定位和生物学功能。从而丰富了我们对减数分裂中这一重要细胞事件的了解，
并为哺乳动物卵母细胞非整倍体的形成机制提供了理论依据。 
首先，通过免疫荧光染色的方法，我们发现 TACC3 定位于纺锤体的两极，并
且与中心体蛋白 γ-tubulin 共定位，接下来为了进一步研究其生物学功能，我
们采用 siRNA 注射的方法降调 TACC3 的表达，结果发现，降调 TACC3 表达后，卵
母细胞中出现了异常形态的纺锤体，染色体排列紊乱，第一极体排放率下降以及
γ-tubulin 从纺锤体的两极掉落，同时我们进一步发现降调 TACC3 后，细胞发
生了对称分裂，排放大极体以及微丝帽无法正常形成。总而言之，我们的研究表
明，小鼠卵母细胞中的 TACC3 很可能是微管组织中心相关蛋白，并参与了纺锤体
组装。 
关键词：TACC3 卵母细胞 纺锤体 
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Abstract 
the accurate segregation of the genetic material is fundamental to life. And the 
accurate segregation of chromosomes during meiosis is essential to ensure the 
propagation of species. Howere, segregation errors during meiosis lead directly to 
birth defects。Only precise spindle assembly can ensure successful segregation of 
homologous chromosomes and sister chromatids, So precise spindle assembly is very 
important for the reproduction of the species. TACC3 is an important centrosome 
protein in cell mitosis, modulating spindle assembly. However, the mechanism in 
meiosis has not been elucidated. In the present study, we examined the localization 
and function of TACC3 during mouse oocyte meiotic maturation，which enriches our 
knowledge about this cellular event in meiosis and provides the theoretical basis for 
the mechanisms forming the aneuploidy in mammalian oocytes. 
Immunofluorescent analysis showed that TACC3 is found to be present spindle 
poles，and co-localized with the centrosome protein γ-tubulin. In order to further study 
its biological function，we knockdown the TACC3 by microinjection of specific short 
interfe-ring (si)RNA into the oocyte cytoplasm, it resulted in severely disrupted 
spindles and misaligned chromosomes, with a decreese in the first polarbody 
extrusion rate and γ-tubulin failed to congest at the spindle poles during meiotic 
maturation. We further found that the decrease of TACC3 caused that the disruption of 
asymmetric cytokinesis and the formation of large polar body.Moreover, actin cap 
formation was also disrupted. Taken together, we suggest that TACC3 may act as a 
MTOC-associated protein to play important roles in mouse oocyte spindle 
organization. 
Key words: TACC3; oocyte; spinde 
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第一章 绪论 
1.1 引言 
生殖是所有生物体重要的基本特征，通过生殖可以实现生物体遗传物质的传
递，从而保证物种的繁衍、生命的延续。而对于人类来说，生殖不仅具有生物学
意义，还具有重要的人文和社会学意义。能够生育出健康的宝宝，对于家庭的幸
福、社会的和谐以及人类的平稳发展都是至关重要的。生殖可分为有性生殖和无
性生殖，对于高等生物来说，有性生殖对生物的遗传和进化具有更重要的意义。
人类有性生殖的基础是减数分裂。其优点是，后代既能有效的获得父母双方的遗
传物质，保持遗传稳定性，又能在此基础上增加更多变异机会，获得生物多样性，
增强生物适应环境的能力。然而，减数分裂过程要受到来自细胞自身和外界环境
的各种挑战，如何保证物种遗传物质的准确传递，是我们必须面对的重大问题。
在人类的减数分裂过程中，由于染色体分离错误而引起的非整倍性是各种不孕不
育及其他许多遗传疾病的主要原因，这给无数的家庭带来巨大的痛苦。因此，研
究减数分裂的具体机制对于临床上解决不育不孕等疾病具有重要的现实意义和
指导价值。 
1.2 小鼠卵母细胞减数分裂的发育过程 
在卵母细胞周期中，染色体的精确分离能够保证子细胞准确地得到一套基因
组，只有这样才能稳定的延续物种。卵母细胞减数分裂是一种特殊类型的细胞分
裂，其主要特点是，细胞仅进行一次 DNA 复制，随后进行两次连续的细胞分裂。
经过减数分裂后，二倍体的生殖母细胞染色体倍性减半，产生单倍体的配子。在
之后的受精过程中，单倍体的雄性配子细胞与雌性配子细胞融合，形成二倍体的
合子，染色体数目恢复到体细胞的染色体数目。 
哺乳动物在出生前后，卵巢中的卵原细胞就停止了增殖，准备开始进入第一
次减数分裂前期，成为初级卵母细胞。而第一次减数分裂前期可呈现出许多减数
分裂特征，其变化相当复杂，时间长，可达几周、几月、几年、甚至几十年。第
一次减数分裂前期又可以细分为细线期、偶线期、粗线期和双线期，还有终变期。 
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细线期，为前期 I的开始阶段，又称为“凝缩期”，这个时期染色体虽然已经复
制，但染色体仍呈单条细线状。看不到成双的结构。细线的两端通过接触斑与核
被膜相连。此时期核的体积增大，核仁也比较大。偶线期可见染色体已经成双配
对，又称为“配对期”。一条染色体包含两条染色单体，分别来自父方、母方的
两条同源染色体逐渐靠近，最后紧密联系在一起，进行配对。到了粗线期，染色
体变粗变短，进一步凝缩，同源染色体结合开始紧密，发生了 DNA 的片段交换，
等位基因产生新的组合，增加了新的变异。染色体一直持续与核被膜的接触，核
仁变大，含有大量的 RNA。一个重要的生化活动还会发生在此期，细胞会合成减
数分裂过程中所需要的专有组蛋白，并将部分或全部地置换下体细胞类型的组蛋
白。发育到双线期，同源染色体彼此分开，仅用几点相连，染色体脱离与核被膜
的接触，RNA 合成活跃，储存于卵中。到了双线期的后期，染色质变得高度疏松，
外包完整的核膜，称为核网期，此时的细胞核又可以称为生发泡（germinal 
vesicle, GV）。处于生发泡期的卵母细胞是二倍体。卵母细胞会停滞在生发泡
期持续很长时间，进行 mRNA（母源 mRNA）转录。 
性成熟后，在促性腺激素或着其他因子的作用下，部分卵母细胞第一次减数
分裂将会重新启动，生发泡破裂（germinal vesicle breakdown, GVBD），随后
进入第一次减数分裂的前期 I终变期，此时染色体呈现紧密凝集的状态，核仁消
失，最后姐妹染色单体借着着丝粒连接在一起。在第一次减数分裂前期 I时，染
色体凝集成了短棒状，发生了重组，也合成了配子和早期胚胎发育所需的大部分
蛋白质和 RNA。前期 I即将结束，此时纺锤体开始组装。中心粒在发育过程中消
失了，因此与其他细胞不同的是，对于卵母细胞而言中心粒不参与纺锤体的形成。
我们把前期 I向中期 I转变的过程，称为前中期 I，纺锤体进入核区，染色体开
始也向纺锤体的中部移动。一对同源染色体上有 4个动粒，且一侧纺锤体只和同
侧的 2个动粒连接。最后，染色体会排列在赤道板上，卵母细胞皮质中的微丝系
统开始逐渐聚集，并在皮质层下方形成一个帽状的微丝的聚集体，我们称之为微
丝帽(actin cap)。至此，我们可以看到第一次减数分裂中期(metaphase I, MI)
典型的形态特征是：染色体整齐地排列在赤道板上、双极纺锤体形成以及皮质区
域富集形成的微丝帽。由中期 I发育到后期 I，同源染色体发生分离和向极运动，
纺锤体丝拉动同源染色体向两极运动，拉向每极的为单倍体数量的染色体。但是
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每条染色体含有 2 条染色单体，实际上结果是到达每极的 DNA 含量是 2C。且不
同的同源染色体对分向两极的行为是相互独立的，所以父母双方来源的染色体可
以随机组合，有利于卵母细胞的基因组变异。在第一次和第二次减数分裂之间存
在短暂的停顿，也就是末期 I和间期，此期一般不会发生遗传物质的合成。第一
极体（polar body1，PB1）排出意味着第一次减数分裂结束。第二次减数分裂可
分为前期、中期、后期和末期。在第二次减数分裂前期，染色质会重新凝集。发
育到第二次减数分裂中期成为一个成熟的卵母细胞，此时染色体呈现致密的短棒
状，排列在赤道板上，每条染色体上的动粒分别和两个不同极的纺锤体相连。卵
母细胞恢复减数分裂并发育到 MII 期的整个过程通常称为卵母细胞的成熟。大多
数哺乳动物的卵母细胞成熟后停止在第二次减数分裂的中期，直到受精或孤雌活
化以后，才恢复第二次减数分裂，之后继续发育。如果没有这些因素的刺激，卵
母细胞将继续维持在 MII 期，并最终退化。 
受精后，卵母细胞继续进行第二次减数分裂，姐妹染色单体分离，拉向两极，
每极含有的 DNA数量为 1C，相当于减数分裂期的 G2期细胞 DNA含量的四分之一。
最后排出第二极体，染色质发生去凝集，核被膜重新形成，完成了第二次减数分
裂。这样就由一个卵原细胞经过连续两次减数分裂，形成一个含有大量胞质的成
熟卵细胞，即有功能的配子，和两个胞质极少的极体，偶尔第一极体进行分裂，
会得到三个极体。两次减数分裂都是 胞质的不对称分裂，得到大小不一的两个
子细胞，其根本原因是胞质分裂前纺锤体的不对称定位。 
1.3 微管概述 
细胞 DNA 精确的分离是一切生命的基础，近年来，许多科学家对这个事件展
开了深入的研究。研究发现了一种超结构复合体，被称命名为纺锤体，其在染色
体的分离过程中发挥了重要作用。双极纺锤体的形成是一个动态组装的过程，微
管动态组装后，移动继而排列组成一个功能性装置。而纺锤体的移动是多种因素
调控的结果。本节我们主要探讨纺锤体的结构及其调控机制。 
最初是在光镜和电镜下的中期细胞来描述纺锤体的结构。处于中期的体细胞
的纺锤体的微管呈现出对称的纺锤状。典型的纺锤体有大约 3000 条的微管，它
们基本上会平均分配到两个半纺锤体中[1, 2]。微管是一种长管状聚合物，其长度
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并没有特别的限制。微管是由两个亚单位构成的异二聚体：分别为α-微管蛋白
和β-微管蛋白，在合适的条件下，这 2个异二聚体结合起来，头尾相连，并以
线性排列的亚基组合成一条微管原纤维。13 条微管原纤维再围在一起，形成一
个直径约 22～25nm 的中空管状的纤维结构，这就是微管。在体外微管的组装能
分为成核以及延伸两个阶段。 
我们将纺锤体内的微管分成以下三类：。第一类是动粒微管[3]。动粒微管是
从纺锤体极一直延伸到染色体上，它们可以以正极直接嵌入动粒盘中，也可以以
侧面与动粒相接触。大多数动粒微管都可以完整地由纺锤体极的中心体延长到动
粒。然而仍旧有一部分动粒微管没有附在动粒或中心体上，但它们也被称为动粒
微管，这主要是因为它们可以与其它的动粒微管接合成束。事实上，与特定动粒
结合的所有微管都可以形成一束致密的动粒微管丝。从纺锤体极到动粒，动粒丝
之间基本都保持大约 50-100nm 的一致距离。第二类是星体微管。此种微管从纺
锤体极发散出来，呈辐射状分布，从纺锤体极向细胞周围延长。此种微管的正端
与细胞皮质发生相互作用。而这种相互作用在决定细胞分裂过程中的分裂沟的位
置以及纺锤体的定位有着及其深刻的意义[4]。近年来相关的研究表明，在动物细
胞及真菌中，星体微管正端与细胞皮质的相互作用由动力微丝蛋白和胞质动力蛋
白来介导[5, 6]。第三类是极微管，此种微管是由纺锤体两极分别向另外一极的方
向延伸。这种微管呈现出了一种两极之间反向平行的微管的相互作用，即使效果
比较弱，但是非常重要[7]。这种相互作用可能会通过微管之间的反平行滑动所产
生的外力用来抵制动粒产生的内力，从而维持了纺锤体的结构。并且，减数分裂
中期的较弱的反平行的相互作用很有可能是减数分裂后期的更加强烈的相互作
用的前体，这也可能是减数分裂晚期由染色体分离而引起纺锤体极分开的关键原
因[8]。另外我们还发现，此种微管大部分都不是直接地定位在中心体。微管负端
往往与动粒丝相连，使它们稳定在纺锤体极上。 
微管蛋白聚合体通过动态的解聚和再次聚合，也就是去组装和组装，可以调
控细胞功能[1]。还有与一种微管相结合的蛋白，即微管相关蛋白。并且这些微管
相关蛋白具有很多作用，有的可以稳定组装了的异二聚体，有的可以促进细胞器
沿微管的定向运动，还有一些可以介导微管与另外的细胞骨架成分之间的相互作
用。在减数分裂的间期中，微管组织中心(MTOC)能够发出微管，完成细胞极性与
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运动和细胞质的组织。在减数分裂期，由微管形成的纺锤体对染色体精确的分离
具有及其重要的作用[2]。我们通常认为，γ-微管蛋白复合体能够介导依赖于中
心体的微管组织的作用[9]。不过最新的研究发现，对于微管成核γ-tubulin 并
不是必须的[9]，我们推测，在体内可能还有一些我们未认识到的其他的机制能够
调控微管的成核。微管能够聚集在纺锤体的两极，其机制有很多种学说，主要重
要的有两种机制：其中一种是，微管成核、固定均在已经存在的中心上，例如着
纺锤体两极的某些物质；另外一种是，微管长出染色体的表面后，紧接着就排列
聚集在纺锤体的两端。这两种机制可以同时存在于在同一生物体的细胞中。另外，
大多数的体细胞纺锤体的微管组织中心都是中心体，然而卵母细胞需要组装一个
无中心体的纺锤体装置，这个装置需要包括各类结构蛋白用以调节微管的方向，
稳定性，以及微管依赖的马达蛋白。 
一般我们认为，微管的体外成核速度是由微管蛋白和 GTP 的起始浓度来决
定的[10]。在合适的条件下，即微管蛋白和 GTP 的起始浓度到达一定标准的水平，
数个微管蛋白的二聚体就会相互聚集，形成原丝，这是一个比较缓慢的过程，属
于限速步骤。随后迅速与其他的微管蛋白二聚体结合在一起装配成微管。并且微
管成核与延伸是相互独立的[11]。相关研究显示，在减数分裂的整个过程中，微管
的组装是和有丝分裂原激活蛋白(mitogen-activated protein，MAP)活性与染色
质凝集有关。MPF 激酶上的酪氨酸、苏氨酸残基发生磷酸化，进而被激活[12]，并
且，这种活性与细胞静止因子有直接关系[13]。 
去掉染色体的卵母细胞，称为胞质体，是研究微管、染色体和一些相关因
子在纺锤体组装中的相互作用的一个极佳的模型。研究发现，稳定的双极纺锤体
可以在小鼠胞质体中形成，这一结果说明在小鼠的卵母细胞中，微管能够在没有
染色体的情况下聚合并组装成双极纺锤体的结构，这可能是由于微管相关蛋白和
马达蛋白的活性决定的，不过，在胞质体中经常会发现不只一个双极纺锤体，而
是多个。说明染色体通过调节微管组织中心的活性，在微管组装的调控是必不可
少的，另外，纺锤体的组装还取决于小 GTP 酶 Ran 的活性。在有丝分裂期，Ran
可以结合 GTP 在染色体周围聚集，然后激活各种纺锤体组装相关因子[14]。在小鼠
卵母细胞的减数分裂整个过程中，很可能也存在这一机制。目前在所有我们已知
的 RanGTP 效应物中，其中 TPX2（Targeting protein for Xenopus kinesin-like 
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protein 2）能够使 RanGTP 依赖的微管，在染色体附近进行组装。并且 TPX2 表
达在小鼠卵母细胞中纺锤体微管上。TPX2 可能会促进染色体附近的微管组装，
进而参与纺锤体的形成。其他 RanGTP 效应物对于纺锤体形成的影响目前在小鼠
卵母细胞中几乎未被研究。在小鼠卵母细胞中，DOC1R（Deleted oral cancer 1 
related）作为 MAP 激酶的底物，很可能是一类新的 RanGTP 效应物。研究发现，
敲除 DOC1R 后的卵母细胞会在整个细胞胞质中诱导出许多的微管星体，因此，推
测 DOC1R 很可能调控了 RanGTP 在染色体周围的浓度梯队[15, 16] 。 
1.4 微丝概述 
微丝（microfilaments，MF），又称纤维状肌动蛋白（fibrous actin，
F-actin），在真核生物中，其由肌动蛋白（actin）组成，形成一个直径约为5-7nm
的骨架纤维。肌动蛋白是在进化上高度保守，有肌动蛋白单体（G-actin）的和
肌动蛋白纤丝（F-actin）两种基本形式。在正常细胞中，一般情况下，肌动蛋
白单体与肌动蛋白纤丝不断转换，最终达到一种平衡，另外只有聚合态的肌动蛋
白才能发挥正常的生物学功能。 
微丝的聚合需要两个过程，也就是成核和延长阶段。首先，肌动蛋白单体极
其缓慢地启动聚合，便形成了二聚体，不过此结构易解聚，不稳定。只有当肌动
蛋白单体聚合成为三聚体后才算稳定，即微丝的成核。之后肌动蛋白单体会快速
地聚合在成核的两端上，此刻便开始了延长的阶段。另外，肌动蛋白单体聚合到
寡聚体两端的速度不一样，聚合速度快的一端称为正端（barded ends），聚合
速度慢的一端称为负端（pointed ends）。在低浓度的K+或Na+以及含有Ca2+的
溶液中，微丝易于解聚，而在中性或者弱酸性、适宜的温度、高K+、Mg2+或Na+
的溶液中，肌动蛋白单体趋于聚合[17, 18]。 
在小鼠卵母细胞成熟的整个过程中，许多关键性事件都是在细胞骨架系统的
高度调控下进行，相关研究发现微丝参与了皮质形成、纺锤体迁移、皮质颗粒的
不对称分布、第一极体排出和极性建立等重要的关键性事件[19]。 
卵母细胞的微管聚集在细胞中央并组装成纺锤体，通过纺锤体微管的作用，
染色体被迁移到纺锤体的赤道板上并整齐排列，此时纺锤体的长轴与质膜平行。
富集于细胞皮层的微丝使纺锤体向皮层的方向迁移[20]，其也有助于染色体及纺锤
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体在外周位置的维持[21, 22]，相关的报道也表明对于减数第二次分裂中期纺锤体的
正确定位，微丝发挥了至关重要的作用。在整个卵母细胞减数分裂过程中，微丝
的主要作用表现在纺锤体的迁移、纺锤体的旋转以及极体收缩环的形成等重要关
键事件。 
l985 年，相关研究发现了小鼠卵母细胞的皮质是极性分布的，而并非均匀
的。在整个卵母细胞成熟过程中，皮质极性的原因可能是肌动蛋白骨架的重新组
合，这也是卵母细胞发生不对称分裂的基础[23]。减数第二次分裂中期的小鼠卵母
细胞具有高度的极性，其特点为纺锤体定位的皮质区质膜下会形成皮质颗粒缺乏
区域（cortical granule-free domain，CGFD）和“微丝帽”[24] 。另外，微丝
聚集导致收缩环的形成，对于不对称分裂产生 PB1 或 PB2 的这些过程中也具有最
至关重要的作用[25]。 
1.5 纺锤体检验点系统 
哺乳动物减数分裂过程中的检验点蛋白至今被报道的数量远远少于有丝分
裂，有些蛋白还有待于进一步研究。只有姐妹着丝点正确的连接到纺锤体微管上，
染色体才可能发生正确的分离，从而保证遗传物质的稳定性。细胞的有丝分裂过
程具有高度精确的机制，即纺锤体检验点（SAC），是一种细胞分裂过程中的监控
机制，它可以阻止染色体的错误分离。只有姐妹染色单体全部正确地连接到了纺
锤体上，它才会启动本来延迟的后期[26-28]。 
最初是在酵母中发现的纺锤体检验点的主要成分，包括 Bub1-3 蛋白，Mad1-3
蛋白和 Mps1[29, 30].此外，最近的研究发现了纺锤体检验点的另外一个重要的蛋白：
Aurora B。纺锤体检验点系统可以监控到纺锤体的破坏，没有排列好的染色体后，
会将细胞阻滞在中期，如此，染色体移动到赤道板上便争取到了更充裕的时间
[31-33]，尽管现在我们还不清楚保证细胞的同源染色体或姐妹染色单体连接到微管
上的机制，以及纺锤体检验点控制后期的启动的机制，但是相关研究证明 Aurora 
B，Bub1， Mad1-3， Bub3 和 Mps1 等都可以调节细胞周期的中后期转换。 
SAC 蛋白在动粒上的定位是遵循一定顺序的，最初的结合是非常重要的。据
目前的研究，Aurora B 很可能是绑定到动粒上第一个检验点蛋白了。Aurora B
与微管-动粒的作用，中期染色体排列，以及 Bub1， Mps1 和 Mad2 的定位有关系
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